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Conocimientos sobre la adquisición, transporte 
y utilización de Fe






















































La adquisición y transporte de Fe son 
procesos muy complejos
Deficiencia de Fe





>200.000 metabolitos (10.000 primarios) Pichersky and Lewinsohn, Ann 
Rev Plant Biol 2011
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Análisis de expresión génica Microarray chips Genes
Buckhout et al. (2009) BMC Genomics
Arabidopsis Affymetrics Chips 
60 a 6 h
79 a 24 h
22.500 probe sets
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Análisis de expresión génica Perfiles transcriptómicos: RNAseq
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Miles de datos: bioinformática
47.800 genes en bases de datos
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De uno en uno
Muchos:
Dentro de una clase:
Análisis de metabolitos
MetabolitosCitrate
Análisis metabolómico "untargeted" y 
"high throughput" (GC-MS)
Análisis "targeted" (HPLC-MS)
Sabemos que es importante, 
vamos a por ello
"Pescando" cambios 
desconocidos  
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Citrato
Análisis de metabolitos (de uno en uno) Metabolitos




m/z única para cada compuesto:
fórmula molecular
Separación por técnicas 2-D
Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)
HPLC-MS
Metabolitos
el compuesto se puede romper 
por MS/MS:
estructura molecular
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estado redox del metal
huella dactilar del metal
Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)
HPLC-MS
Metabolitos
Separación por técnicas 2-D
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Carboxilatos
Rellán-Álvarez et al. (2011) J Agric Food Chem
Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)
HPLC-MS
Metabolitos
m/z única para cada compuesto:
fórmula molecular
se usan marcajes con isótopos estables 
para calibración
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Carboxilatos
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Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)
HPLC-MS
Metabolitos
Calibración: límites de detección y 
cuantificación
Técnica cuantitativa
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Perfiles metabólicos
Dentro de una clase: Análisis "targeted" (HPLC-MS)
HPLC-MS
Metabolitos
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Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
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Class 1 vs. Class 2
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Miles de datos: bioinformática
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>200.000 metabolitos (10.000 primarios) Pichersky and Lewinsohn, Ann Rev Plant Biol 2011
1.013 metabolitos 
Fiehn's database <10%
Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)
GC-MS
Metabolitos
Hay que ser conscientes 
de las limitaciones
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Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)
GC-MS
Metabolitos
Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci
En busca de cambios 
consistentes
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Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
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Componentes principales:
se diferencian bien
control y deficiente en Fe
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Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)
GC-MS
Metabolitos
jueves 1 de diciembre de 11
Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci
Cambian las relaciones 
entre metabolitos
Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)
GC-MS
Metabolitos
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Se diferencian bien
control, deficiente en Fe y 
fertilizados con Fe a distintos 
tiempos
Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)
Metabolitos
GC-MS
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Metabolomics, Fiehn’s lab, UC Davis
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Análisis metabolómico "untargeted" y"high throughput" (GC-MS)
GC-MS
Metabolitos
Rellán-Álvarez et al. (2011) Frontiers Plant Sci
Información nueva
sobre reciclaje de 
compuestos de N en 
deficiencia de Fe












resolución de unas 20 µm




Peukert et al. 
(2011) New Phytol
Aplicado a granos de cereales
Aplicado a cortes de raíz
Problema: cómo obtener secciones 
de raíz




Peukert et al. 
(2011) New Phytol
Hay que diferenciar espectro de 
analito y de la matriz




Peukert et al, 
New Phytol 2011
Se aprecia localización específica 
de metabolitos en partes del 
grano
Se puede utilizar para 
localización de proteínas
Problema: falta de software 
adecuado
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dentro de las 
fracciones
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No existía la posiblidad de
identificar "spots"
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puntas de raíz de remolacha




Técnica muy laboriosa: 
IEF en tubo
¿Se pierden en la separación?
¿Cuánta proteína hay que 
cargar?
¿Qué diseño estadístico hay que 
utilizar para el experimento y el 
análisis?
Historia en nuestro labo











2-DE2-DE: strips IEF y geles 
7 cm, Coomasie coloidal
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Details of the MSMS spectrum of TVMOxENFVAFVDK (BSA)
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Muy importante: conocer el material
López-Millán et al. 
(2009) Environ Exp 
Bot
decrease in growth









control 10 µM Cd 100 µM Cd
Rodríguez-Celma 
et al. (2010) J 
Proteomics
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5 tandas (réplicas biológicas) con los 3 tratamientos






en 80% de los geles en 






Diseño experimental para proteómica diferencial 
2-DE IEF-SDS/PAGE
jueves 1 de diciembre de 11
Rodríguez-Celma 
et al. (2010) J 
Proteomics
























Proteínas solubles mayoritarias, 
pocas de membrana
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Medicago truncatula
Hidropónico
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Control 0 µM Fe, pH 5,5 0 µM Fe + CaCO3, pH 7.7
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Control 0 µM Fe, pH 5,5 0 µM Fe + CaCO3, pH 7.7











































Rodríguez-Celma et al., en preparación





"spots" "spots" con cambios 
significativos
Geles 7 cm 200-350 18-69
Geles 20 cm 1000-1300 bastante 
similar
      Número de "spots" por gel
¿Cuál es la razón?
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Mejor para proteínas 
de membrana
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ProteínasOtras Técnicas 2-DE DIGE
No muy optimizado para 
plantas
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Marcaje distinto para cada 
tratamientoiodoacetamida-marcador ligero-biotina
iodoacetamida-marcador pesado-biotina
ICAT (marcaje isotópico)Otras Técnicas HPLC-MS Proteínas
HPLC-
MS
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Marcaje distinto para cada 
tratamiento
iTRAQ (marcaje isobárico)Técnicas HPLC-MS Proteínas
HPLC-MS
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iTRAQ (marcaje isobárico)Técnicas HPLC-MS




Lan et al (2011) Plant Physiol
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iTRAQ (marcaje isobárico)Técnicas HPLC-MS




Lan et al (2011) 
Plant Physiol












SDS-PAGE, IEF, rp-HPLC, FFE
Digestión con tripsina




IEF, SCX, rp-HPLC, FFE, m/z in MS
Fraccionamiento de péptidos
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Problema: falta de software 
adecuado
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Proteínas
Complementariedad de métodos proteómicos
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Proteómica + Metabolómica
EEAD-CSIC, Zaragoza "-ómicas" combinadas Deficiencia de Fe










Beta vulgaris puntas de raíz
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aumentan RFOs (rafinosa, etc.)
aparece DMRL
Proteómica + Metabolómica
EEAD-CSIC, Zaragoza "-ómicas" combinadas Deficiencia de Fe
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Rellán-Álvarez et al. 





EEAD-CSIC, Zaragoza "-ómicas" combinadas Deficiencia de Fe
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